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“METODO PARA MELHORAR A RECUPERACAD DO PETROLEQ”

Cappo DA INVENGAD

A presente invengdio se refere ao campo da microbiclogia
ambiental & & émdiﬁc;@ém das' propriedades do peérz"}ﬁgo bruto pesado
wilizando  microorganismos.  Mals - sspecificamente,  ©8 microrganismos
desnitrificantes anaserdbios puros sdo identificades e aplicados para modificar
as propriadades do petrdlao bruto pesado.

ANTECEDENTES DA iwéﬂgm

O desafio para atender a demanda crescente por petrolea inclu o
aumento da recuperacio do petrdleo bruto a partir de reservatorios de petrdleo
pesado. Este desafio resuliou na expansao de esforcos para desenvoiver
procassos de recuperagdo de petrdlea aftermnativos custo-eficients (Klanipsy, 5.
A e Donaldson, E. €. 81° Annual Technical Conference and Exhibition, New
Orleans, LA, EUA., 5 a B de outubro de 1886). Os hidrocarbonetos pesados
na forma de depbsitos de petrdleo em reservatdrios de petrolen astlo
distribuidos mundiaimente. Estas reservas de pelrdles 830 medidas am
centenas de bilhdes de baris recuperavels. Pelo fato do petrdleo bruto pesado
possulr uma viscosidade relativamente alta, gle & essencialmente imbvel e ndo
pode ser faciiments recuperados pelos melos convencionais prmanio €
secundario. , ) |

MEOR (Microbial Enhanced Off Recovery) & uma metodologia
pars aumentar a recupsracio de pelrdlec pels agao de  microrganismos
(Brown, L R, Vadie, A. A., Stephen, O. J. SPE 59306, SPE/DOE improved Ol
Recovery Symposium, Oklahoma, 3 a § de Abrl de 2000). A pesquisa @ o
desenvalvimento Meor é um exforco em curso divecionado ds f&cnicas em
deservolvimento para a utilizaciio de microrganismos para modificar ag
propriedades do petrdlec bruto para beneficiar @ recuperacao do patrélen

{Sunde. E., Beeder, J., Nilsen, R K Torsvik. T., SPE 242304, SPE/DDE &
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Sympasium on enhanced Oif Recovery, Tulsa, OK BUA, 22 a 24 de abril de
1892},

Os métodos pars a identificacio de mictoorganismos (tels nos

nrocessos Meor foram descritos. Estes meétodos exigem a identilficago de
amosiras refiradas de um poga de petrdles ou reservatdrio compreendando um
consdroio de microrganismos & enriquecimento ou syolugdo das populaghes na
amostra, em condigbes sspecificas com melos nutdentes definidos. Vide, @
padido de patente US 10/564365.
H A degradagic microblana dos  hidrocarbongtos também fol
deserita, em condicoes aerdbia ou mista {aercbia & anaerdbia), como um
mecanismo para a redugéo da viscosidade do petrdlen. A degradagdo nestas
cireunstancias exige microorganismos desenvolvidos e nutrientes especificos
que nio mostraram ser um meio scondmico para methorar a reguperacio do
petrdleo {vide a patente US 5.492.828).

Assim. ha umz necessidade em desenvolver metodos para {1
identificar os misroorganismos que poderam ser wtitizados para aumentar a
recuperaciio do pefrdles em  condigtes goondmicas: {2) ideniificar ¢s
microrganismos gque podem crescer no petrolec em condigBes anaerablas, sem
a necessidade de suplementacdo de nutrientes ou enrigqueciments em ongo
praze de microrganismos autoctones; @ (3} utilizagso de ditos MICIoOrganismoes
identificadas, de forma custo-eficients, para methorar a3 recupsragdo do
petrolas.

DESCRICAC RESUMIDA DA INVENCAO

Os métodos descritos no presente atendem as necessidades
dentificadas acima, descravendo os metodos de identificagdo de génerns
hacterianos auwtdclones e wuliizando téonicas de ientificacdo filoganatica
baseada na flogenia dos génerns aulosiones para selecionar  culturas

bacterianas anasettbias pwas que respiram pela desnitrificacdo ¢ que sa0
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capazes de crescer no petrdleo sem suplementacao de nutrientes somplexes.

Além disso, os métodos sdo descritos para a ulilizacdo de ditas
culturas puras, sem srriguecimento ou desgnvolvimento dirigido, para metharar
sconomicaments a recupsracin do petrdleo. Estas culturas puras $30
utilizadas para aumentar a recuperagdo do petréleo em wma ou mais das
seguintes formas: (1) alteram a permeabilidade da formacdo sublerrdnea para
methorar a eficiéncia da varredura por agua; (2) produzem blotensoativos que
diminuem as tensties de superficie e interfacials; (3} mediam mudangas na
.m{:sihat}iiédad@; {4} produzem polimeros que faciiitam a mobilidade do petrole;
e {5) geram gases (principalmente o COg) que aumentam a pressdo de
formacao e reduzem g viscosidade do pelrdles.

Especificamente, a presente invenglo se refere & aplicagao de
wma bactéra da tipagem filogenética de DNA encontrada em amostras
ambientais obtidas & partic de um poco ou reservatdrio de petrdleo, seguido
pela identificacio e obtengBo de culturas puras de pepéoias de bactérias

conhecidas com constituicio genétiva similar, entdo selecionar estas linhagens

para funcionalidades relevantes, tal como a capacidade de crescer am pelrolen

hrute sob condicdes desnitrificantes.

Em uma realizacdo, a presente invencio descreve um método
para metharar a recuperagdo do petrdleo g partir de um pogo de petrdleo, gue
compreande.

(a) fornecer uma amosira do ambiente que compreende as
pupulacdes microbianas autéctonas em ditas amostras amblentals;

() identificar o género microblano presente em dita amosira
ambiental pels tipagem filogenatica,

{c} selecionar uma ou mais espécies de cultura pura conhecidas
do género identificado em (b), em que ditas especies S&0 capazes de crescer

no petrdleo; e
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{d} identificar as funcionalidades relevantes das aspécies (€] parg
a utilizacdo na methoria da recuperacéo do petroleo.

Em um aspecto, a presente invengdio determina que a melhor
recuperaciio do petréleo vcorre através da reducao da viscosidade do petrdleo
bruto pele crescimento de uma  especie em () possuindo - certas
funcionalidades identificadas na stapa {d) em um reservatoric de petréles, em
que dito crescimento resulta na producao de qualquer um dos biotensoativos,
didxido de carbonoe ou méssa celular, & na degradagdo ssletiva dos
*mmg:s{maﬁte& de alto peso molecuwlar no poge de petidlen ou suas
combinaghes.

Em outra realizaciio. a methor recuperacdo de pelrdleo &
aprimorada pelo crescimento de uma especie de {c} que possui certas
funcionalidades identificadas na etapa (d), em um pogo de petrdleo, em
condiches anaerdbias & desnitrificantes, substancialmente sem corrosdo da
maquinaria de recuperagdo g processamento.

Em outra realizagio, o mapeamento filogensélico & utilizado para
prever o8 nutrientes necessarios para astimular seletivamente o crascimento de
determinadas espécies am detrimento de oulras,

Breve DESCRIGAD DAS FIGURAS

A presente invengao pode ser melhor compreendida a partir da
seguinte descricio detathada, Figwa 1, & das descrigbes de seqidncia anexas,
que fazem pare do presente relatdrio descritive.

Figura 1 - Representa as concentragbes de nitrato e nifrito {ppmy
apds 36 dias de crescimento no petroleo bruto, < nitrato @ nitrite foram medidos
utifizando a cromatografia de troca nica,

As seguintes seglidncias estdo em conformidade com a noyma 37
CFR. 1821 - 3;825 {Requiremenis for Palent Applicstions Containing

Nucleotide Sequences andior Amino Acid Sequence Dizclosures - the
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Sequence Rufes) e s@o consistentes com o padrdo 8T.25 {1888) do World
inteflectual Property Organization (WIPO) & os requisitos da fistagem da
seqiiéncia do EPQO e PCT (Regras 5.2 ¢ 495 (a-bis), & na Secao 208 & no
Anexo G das instrugdes administrativas. Os simbolos e formato ytiltzado para
o8 dados da seqiéneia de :meiéeﬁdeas ¢ aminoacidos cumpram as ragras

sstabelecidas na norma 37 CFR § 1,828

SEQ D NO: 1 - 8F inicio {forwardh
AGAGTTTGATYMTGGCTCAG-Y
) SEQ D NOT 2 - 1407R  prmer reverso  1407R-

GACGRGGGTOWGTRCAA-S
A SEQ 1D NO: 1 e a SEQ ID NO: 2 foram utilizadas para 2
amplificacio dos genes de rDNA bacterlanos.

DescrRICAC DETALHADA DA INVENGAO

A presents invencdo se refers aos metodos para 8 identificacdo
de microorganismos  Glels para methorar a recuperacdn  do  peirdleo,
Especificamente 08 métodos desaritos no presente estdo direclonados a
geracio de um mapa filogendtico de microorganismos a partiv de um pogo de
petrolen e a utiizagio de dito mapa filogengtico para identificar as cullwas
puras relacionadas utels para melhorar a recuperacio do pelrdleo, ou seja, as
culturas que respiram por desnitrificag8o e 830 capazes de crescer no patrdlec
sam a suplementagiio de nutientes complexos.

Além disso, 0s métodos sao descritos para a utilizaglo de ditas

culturas puras identificadas, sem ¢ enriquecimento ou o dessnvolvimeanto

As cultras puras identificadas pelas matodologias revindicadas

sao utilizadas para aumentar a recuperagiio do petroleo e uma ou mais das

seguintes formas: (1) alterar a permeabilidade da formaglo subterrénea parg
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diminuem as tensbes de superficie e interfacials; (3} mediar mudangas na
mothabilidade; (4) produzir polimeres gue facilitam a mobilidade do petrdleo; e
(&) gerar gases (principalments o £O;) que aumentam a press@o de formagso
& reduzem a viscosidade do petréleo; todos 08 quais beneficiam a recuperacae
efou o processamento do petrdles bruto pesado.

As ssguintes definicbes sdo formnecidas atraves de termos
gsg)&zc:iais; 2 abreviaturas ulilizadas no presents pedido;

| A ahreviatura “POR” se refers 3 reaco sm cadsaia da polimerase.

A abrevialura "SDS" se refere ao dodeci sulfato de sadio.

A abreviatwra ‘dNTPs" se refere ao desoxiribonuciectidec
trifosfato.

A abrevistura CATCG mefere-se & American Type Culture
Collection international Depository, Manassas, VA, EUA. A abrevialwrs
“ATCC No " se refere a0 nimero de acesso s culturas no depdsito com ATCC

O termo “Sarcosit” & o delergente anibnico, acido N
metilaminoacetico.

A abreviatura "ASTM se refere 8§ American Sociely for Testing
and Materials.

O termo “amostra ambiental” significa gualquer amostra exposia
aos hidrocarbonetos, incluindo uma mistura de agua ¢ dleo. Conforme wlilizado
no presents, as amostras ambilentals incluem as amostras de agua e dleo, que
compreendem o8 microrganismos  gutdclones  tlels  no  mapeamento
filogenético dos géneros presentes em uma determinada drea de amostiagem.

Os termos “poco de pelrdlen” & "reservatorio de dleo” podem ser
utilizados no presente indistintamente ¢ se referem & formacdo sublert@nes ou
am leito marinho a partir do qual 0 petrdlen que pode ser moupsrado,

O fermo ‘consdrols  microblane” significa uma mistura de

microorganismos de diferentes espécies prasente como uma comunidade que
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fornece um efeito sinérgice para aumentar a recuperagao do petrdles.

O termo ‘populagdes microbianas’ significa uma ou mais
populagtes de microrganismos prasentes tanto nas amostras oblidas a padir
dos pocos de petrdles como em um indculo para injecdo em um pogo de
patréleo,

O termo Scresce no petrdles” significa gue as  espéciss
microbianas s8o capazes de metabolizar os hidrocarbonatos ou outros
compostos orgénicos do petdleo brute coma um nutrierte para sustentar ©
erescimento,

Os termos “desnitrificantes” e ‘“desnitrificagdo” significam &
redugdo do nitrato para o uso na geragio de energia respiratoria.

O termo “eficiéncia de varredura’ significa a capacidade da agua
injetada em ‘empurrar’ o petroleo através de uma formagio geoldgica em
direcdo & um pogo produtor,

O termo “cultura pura”significa uma  cultura derivada de uma
anica oélula  isolada de uma espécie microblana. As  culturgs  puras
especificamente refaridas no presente incluem aquelas que sstaoe publicaments
disponivels em um depdsite. As culluras puras adicionais a0 identificavels
pelos métodos descritos no presente relatorio descritivo.

O termo “funcionalidades relevantes” significa a capacidade de
reduzir nitritos & nitratos e crescer em condicBes anaerdbias; a capacidade de
ghilizar pelo menos um cormponente disponivel no pogo de petidiso como fonte
de carbono: a capacidade de utiiizar pelo menos um componente na agua de
injecdo ou de produglo; a capacidade de atinglr uma taxa de crescimanto
dessjada na presenga do pelicleo; @ a c:ég}mﬁé&éé de crescer de forma Stima
em um ambiente do pogo de petrdles; & sugs combinagbes.

O termo “biofilme’ significa uma peliculs ou ‘camada de

biomassa® de microarganismos. Os bicfilmes s8o muitas vezes incorporados
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em polimeros extracelulares, que se aderem a5 superficles submersasem
ambisntes aquaticos, ou submelidas ac mesmao.

O termo “nitratos simples” e “nitritos simples” se referem ao nitrito
(N} & a0 nitrato (NOy)

O termo "corrosdo oxidativa” se refere & conversao quimica de um
metal para um produto inferior, gque ocorTe na prasenca de ar {por example, ©
oxigénia).

O termo *microorganismos piszofilicos” significa os micrébics gue
erescem ofimamente em alta pressao, por exemplo, os microbios que nao
podem crescet & menos de §0 MPa (500 vezes 8 pressdo atmosferica) de
pressao, e crescem otimamente a 80 MPa (800 vezes a pressio atmosferica).

O o “micraorganismos acidofilicos” signigicam os microbios
que crescem otimamente em condigbes Acidas ~ possuindo um crescimento
Stimo de pH abaixo de 8.0 e, por vezes 130 baixo quanto o pH 1.0,

O termo “microorganismos alcalifilicos” significa os microbios que
crescem otimamente em condigtes alcalinas - tipicamente exibinda wm ou mais
crescimento dtimo dentro do intervalo de pH 8 a 11 e gque nommaimanie
crescem lentaments ou ndo no pH 7.0 ou abaixo deste,

O termo "microorganismes halofilices” significam os microhios que
crescem de forma Stima na presenca de eletrdlite {geralmsnte NaCly em
concentracdes acima de 0.2 M e gue tipicamenta crescem pouco au nada em
haikas concentracles de elelrdiitos.

O termo  microorganismos  psicrdiiios” significa o8
microorganismos que crescem olimamente a uma temperatira de 20° € ou
abaixw:

O termo “modificando o ambiente do pogo de petréles” incld (1)
altera a parmeabilidade da formaco sublerranea {eficiéncia de varedura), ()

produz bictensoativos que diminuem as tenses de superficie e interfacials, (3)



media mudangas na mothabilidade, (4) produz polimercs que faciitam a
mobilidadea do petrdleo; & (5) gera gases {principaimente o Q4 que aumeniam

‘& pressio de formacdo; e (6) reduzem a viscosidade do petrdlgo,
O termo “inoculacio de um pogo de petréles” significe injetar uma
5  ou mals populacbes de microorganismos em um pogo de petrdlee ou
reservatonio de petrdlec de tal forma que os microorganismos sao fornecidos

ao pogo ou raservatario sem perda da viabilidade total.

Os termos “fipagem filogenética’, ‘mapeamento fllogeneétice” ou
“classificaciio  flogendtica” podem  ser utllizados  intercambiavelmente no
10 presente e se referem a uma forma de clessificagBo na qual ©s
microorganismos sio agrupados de acordo com sua linhagem ancestral. Os
métodos mencionados 30 especificamente dirscionados para a lipagem
filogendtica de amostras ambientais com base no seglenciamento do DNA

ribossomal 1688 (fDNA). Neste contexto, um comprimento total do par de base

s
5

‘de 1400 (pb) da seqii@ncia do gene 188 rDNA é gerado utilizando os primers
identificados no presente ¢ comparados por homologia 2 uma base de dados
de sequéncias de rDNA conhecida de microorganismos conhecidos. Esta
comparacio & entao wilizada para a identificagio de culturas puras para o use
na recuperacio aprimorada do petrdles.

20 Os termos “fontes de carbono adicionais” ou "nulrientes carbono
complexos” podem ser utifizados intercambiaveimenie no presente & sg
referem & adicio de fontes de carbono na chounstncla em gus um
wicroorganismo @ incapaz de crescer no pelrdles sem o carbone adicional
acressentado.

25 O terme “suplementacdo de nubdentes” se refere & adicho de

nutrientes qus beneficiam o crescimentn de microorganismos que s80 capazes

de utilizar o patréles como a sua principal fonte de carbono, mas crescer de

forma olimizada com outros aditivos, tals como as fonles de carbono {com
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excecao dos hidrocarbonetos), tals como o exlrate de levedura, peptona,
succinato, lactato, formiato, acetsto, propionato, glutamato, glicing, fising,
citrato, glicose e solugdes de vitamina.

O termo “espécies microblanas” significa microrganismos distintos
identificados com base em sus fisiologie, morfologia e caracletisticas
filogenéticas utilizando as seqliéncias de 168 rDNA,

A abreviatura “NCBI' se refers ao National Center for

3

Biotechnology Information.
) A abreviaturs STDNA" se refere ao acido desoxirdbonucleico
ribosomal,

A abreviatura ‘cDNA” se refere a uma fita dupla de DNA que ¢
complementar ao RNA mensageiro ¢ devivada do meso.

O termo “Archasal’ significa que pertence ao Archasa — Archaga
s30 um reino de sspécies microbianas separadas dos outros procariotos, com
base em sua fisinlogia, morfologia & homologias na seqliéncia do 185 rDNA.

O termo “flogendtico” se refere ao estudo do parentesco evolutivo
entre os diferentes grupos de organismas (por exemplo, especies, populagbes).

O termo ‘tipo de rDNA® significa & processo de utilizacdo da
segiidneia do gens gque sodifica o 185 fONA para obler as espécies
microbianas “mais familiares” por homologia com as seqiéncias de DNA
mantida em varias bases de dadoes internacionais.

O termo ‘complementar” & utifizado para descraver a relagao
entre as bases de nuclentidens que s&o capazes de hibridizaco entre si. For
exemplo, com relagdo ac DNA, a adenosing & complementar & cifosina & a
timina & complementar & guanina,

O termo “identidade porcentual’, como & conhecido no estado da
teonica, & uma relacio entre duas ou MAIS SEQUENCIAS polipeptidicas ou duas

ou mais sequéncias de nucledtidos, conforme daterminade pela comparacha
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das seqléncias. No estado da téonica, a “identidade” também significa o grau
de parentesco das seqliéncias entre as seqiéncias de polinucleotideo,
conforme daterminado pela correspondéncia entre as fitas de fais seqlignoias.
“ldentidade’ e ‘semsihanca’ pode ser facimente calouladas atraves de
métodos conhecidos  incluindo, mas ndv  limitados, acs  descrifos  em
Computational Molecular Biology, Lesk, A M., ed. Oxford University Press, NY,
1988 e Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W, ed,
Academic Press, NY, 19883; e Computer Analysis of Sequence Data, Farl |,
Griffin, A, M., and Griffin, H. ., eds., Humana Press, NJ, 1994, e Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G., ed,, Academic Prass, 1887 e
Sequence Apalysis Primer, Gribskoy, M. and Devereux. J, eds., Stockion
Prass, NY. 1881, OUs mélodos preferdos para determinar 8 idenlidade se
destinam a fornecer a methor corraspondéncia entre as seglidncias testadas,
Os métodos para determinar a identidade & a similaridade s8o codificados nos
programas de computador disponiveis publicamente.

O termo "software de analise da seqiiéncia” se refere a qualquer
algoritmo de computador ou programa de software gue seja Gt para a analise
dos nuclectideos ou seqiiéncias de aminodcidos. O "software de analise da
seqliéncia” pode estar comercialmente disponivel ou ser desenvolvide de forma
independente. O software de andlise sequencial tipica 8 inclulr, mas n&o esta
fimitado &7 © conjunto GCG de programas (Wisconsin Package verséo 8.0,
Genetics Computer Group {(GCG), Madison, Wi, BLAGTP, BLASTN, BLASTX
(Mtschul et al, J Mol Biol, 215, 403 a 410, 1880}, DNASTAR {{}NAS“{;&R,

e, '_Mc‘a;:iiscm_,&“sﬁ}, € O programa FASTA incorporando © sigoritma de Smith-

Waterman {(Pearson, W. R, Comput. Mathods Genome Res,, [Proc. It Symp.

Meeting Date 1892 111 ~ 120 ads: Suhat, Sandor. Editor; Plenum, New York,
NY, 1894). Dentro do contexto do presente pedido, sera entendido qus, [Quando

o software de analise da segidncia for utilizado para a analise, os resultados
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das analises sero baseadas nos “valores defaull” do programa citado, salvo
indicacde em contrario. Conforme utiizado no presente “valores  defaull
significard gqualguer conjunto de valores ou pardmetros  que  carregar
originalmente com o software quando inicializado pela primeira vex.

As abreviaturas adicionais utiizadaes no  presents relatoria
descritive 580 as sequintes: ‘B significa hora(s), "min’ significa minuto(s), "dia”
significa dia(s), “mL” significa mililitros, *mg/mL’ significa riligrama por milifitro,
LY significa litros, “pl” significa microlitros, ‘i’ significa milimolar, “u’
’gigrz%ﬁca micromolar, “pmol”  significa  picomol(s), R significa graus
centigrados ou Celsius, “RT” significa temperatura ambiente, “bp” significa par
de base, ‘bps” significa pares de bases, "kDa" significa kilodaltons, "EIOH"
significa etanal, ‘pg/l” significa microgramas por ro, “wiviy, wolume por
velume por volume, “%° significa por cento, oM significa nano molar, “wiw'
peso por peso, ‘ppm” significa parte por mithdo.

TieAGEM FILOGENETICA

Os métodos para a geragdo de sondas de oligonucieotidess e
rmicroarranjo para a realizagiio de analises filogenélicas s30 conhecidos pelos
tacnicos no assunto (Loy, A, et al. Appl Environ. Microbiol, 70, 8R98-700,
20043 e {Loy A et al, Appl Environ. Mfamf}fai., 88, 5084-5081, 2002) &
{Liebich, J.. st al, Appl Envnon. Microbiol, 72, 1B88-1681, 2008) kstes
metodos sdo aplicados no presente com a finalidade de identificar os
microrganismos presentes em uma amostra smbiental.

Especificamente,  as  seqliéncias conservadas  da  regio
codificadors 165 ribosomal RNA do DNA gendimico sdo utilizadas no presente,
no entanto, axistsm i}s}tm& metazimégiaé t}téis parg a fsii&ag-ém filogenética
obsarvadas na literatura. Estes incluem: 238 rDNA ou genes A girase slou
outras seqliéncias de gene altamente conservadas. O 188 fDNA & comumente

utilizado porque a base de dados comparativa de aspécies conhecidas € a
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maior ate a data.

Os primers descritos no presente foram escolhidos como
relevantes para 8s amostras ambientais a partir de um raservatornio de petrélea
(Grabowski, A, et al, FEMS Micro Eco, 544, 427-443, 2005) e por
comparagdss com outras conjuntos de primers utilizados para oubros estudos
ambientais. Uma revisao das primers disponivels para uso ne presente pode
ser encontrada em Baker et al, (GC Baker, GO et al,, Review and re-analysis
of domain-specific primers, J. Microbiol, Meth., 55, 541-555, 2008). Quaisquer
‘primers que geram uma parte ou toda a seqUéncia do 185 DNA sena
adequado para ¢ métedo retvindicado.

A extracdo de DNA pela téenica com fenol/ clorofonmio €
eonhecida no estado da téonica e utilizade no presente come adequade para a
extracdo de DNA a partir das amostras ambientais contaminadas com petrdlen.
No entante, existem outras metodologias para extracio de DNA na literatura
que podem ser utilizadas em conformidade com a presente vencao.

As metodologias de seglenciamento de DNA que geram =700
hases de segliéncias de alta qualidade podem ser ulilizadas para © figo de
seqisnciamento com base no plasmideo de acordo com a presente invengao,
em conjunto com uma sequéncia de programas de analise de qualidade. As
comparacoes por homologia utilizando os slgoritmos BLAST para gusalquer
banco de dados abrangente de 168 yDNAs conseguidam um resultado
aceitavel para o identificacdo dos géneros de microrganismas presentes na
amostra amblental As bases de dados mals utiizadas 530 a ARB (Ludwig, W,
ot al, ARB: 3 soffware snvironment for sequence data. Nucleie Acids Res., 32,
13631371, 2004) e NCBI, |

AMOSTRAGEM DO POco DE PETROLEC PARS ESTUDOS FILOGENETICOS

As amoshas utilizadas para este estudo foram obtidas conforme

descrites no Exemplo 1. O DNA foi exiraido de ditas amosiras gseguido pela
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tipagem filogenética. As amostras ambientais para a tipagem ou mapsamento
flogenético poderiam provir de qualquer dgua associada a um sistema de
reservatirio de petrdleo, incluindo a agua da twbulBeRD e Canos No pogn de
produgo, os pogos de injego de agus, os nicleos obtidos diretaments a partir
da formacao geologica com as dguas sublerraness associadas ou quaisquer
sutras fontes de dgua associadas. As amostras podem ser obtidas a parlir de
gualquer sistema de resewvatonio de petrdleo. As amostras descritas no
presents incluem as amostras ambientais a partir dos reservatdrios de petréleo
‘;)esadn no North Slape do Alasca, mas também pederia incluir reservatonos de
peirdles g&é@és mosoiilos semelhante na Rassia ou no Canada ou quaisguer
reservatorios de patrdlen pesado termofilico na America do Sul. Mar do Notte,
Africa. Mar do Gotfo de qualguer oubra localizaglo de qualquer reservatdrio de
petrdlec possuindo qualquer temperatura ou nerfil de viscosidade am todo o
mundo.

SeLecho DE CULTURAS PURAS

A selecao de culturas pwas para a ulifizagdo neste estudo fol
haseada nos géneros descobertos no sistema de produgao do reservatério do
North Slope do Alasca. Os géneros identificados a pertic de amostras
ambientais foram mapeados por flogenia e utilizados para selecionar culturas
puras para uso na mathoria da recuperagao do petroleo. As sspécies de cultura
pura descritas a seguir foram escolhidas para uma analise com base ne
mapeamanto fllogenético conforme relacionado aos generas idantificados nas
amostras amblentais. A analise de ditas culturas resultou na identificacao de
culturas com a capacidade de respirar por desnitrificaglio e crascer no petrdlen
sem a adicio de nutrientes de carbono complexos, bem como sxibindo umsa ou
mais funcionalidades relevantes para o beneficlamente da recupersciio de
petrdleo.

As culturas identificadas e utilizadas no presente estdo disponivels
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pela American Type Culture Collection. Hé muitas colecties de cultwra poblica
global, tal como a coleglo de cultura DMS baseada na Alema ou 3 colegdio USDA
NRRL & a National collection of Industrial Bacteria (NCIB) na Inglaterra. Qualquer
colecio de cultura publicaments disponivel poderia ser utiizada para este tipo de
selecio se ola contiver as esgﬁééies do género corsto.

As culturas Utels para 2 selecfio bassadas no parentesco gas

amostras ambientais também podem ser selaclonadas para a analise das

funcionalidades relevantes com base nas referéncias bibliograficas ¢ na

associacio com o petrdlen ou com 08 componentes do petrdleo,

PROPRIEDADES DO GENERO OBSERVADO NO SISTEMA DE RESERVATORIO DE

PEIRGLEG
O proogsso cléssico de  erviquecimento dos isolados de
microrganismos  ambientais sobre um substrato de inleresss, OU S8, ©
petrélec bruto, na cultura anaerdbia, requer amplos perfodos de crescimento e
miltiplas transferéncias sequenciais. Ao utilizar & informacao obtida a partir da
analise filogenética do pogo de petréleo alvo descrito acima, ssta abordagem
laboriosa pode ser contornada. A literatura pode set citada para restingl 2

salecao de sspécies dos géneros icijmt%ix:ada& comp sendo parte da populaglo

aatwa c‘éa gm’z&ma de agm do raservmmm de gse&mi&e ol as sspécies podernt

N seiecmnsﬁas ﬁe fs}rma a eaiaﬁ& ou qaaaﬁa a sua d smmbsis&aﬁa como uma

m?ﬁwa pura Esses mmms’gamsmas que sfo identificavels como culturas

puras nas proprisdades do ATCC ou algum outro depositdrio, podem sey
adquitidos & analisados gquanto as funcionalidades relevantes, incluindo &
capacidade de degradar o petidien brute nas sondigdes de inleresse.

Em um aspecio dos mélodos descritos no presente, diversas

culturas bactmama puras c»:m%zaszéas f{}ram s&i&czmarﬁas {:sm bhase aimn suas

semethancas fllogeneticas com as as;)ésgeﬁ na’zwas mscmmaaas asaomaﬁas

Pade ser feita uma consideragdio com relagio as culturas puras conhecidas
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dentificadas como sendo isoladas de um amblente de hidrocarboneios ou

outros locais pertinentes, ou alegadamente possuinde alguma capacidade de

afetar os hidrocarbonstos,

CRESCIMENTO EM PETROLED OU NOS COMPONENTES DO PETROLEO

f\ﬁﬂ;‘{}f}{gﬁnismﬁ ATCC# | Capacidades metabdlicas explicadas
Comamonas femigena 14835 Dacompde o fenol e o m-crasol
Fusibacter paucivarans | 700852 Reduz o tiosulfato do pogo ds
producdo do petréleo, encontrado na
amosira de agua de producdo do
| nogo de petrdlec
Marinobagterium 33635 Encortrado na amostra de agua de
georgiense produco do poga de petrdlec
Fetrotoga mistherma 51324 Da agua salgada do resenvatdrio de
petrdleo, encontrado na amostra de
agua de produgdo do pogo de
_ | petroleo
Shewanella putrefaciens | 51783 De Oleodutos da Alberta Canada,
tetraciorometanc dessalogenado,
sncontrado na amostra de dgua de
» ‘ ;i:xmsiikgéétﬁo poga de petrolec
Beeudomonas stulrern | BAAL172 | Cepa OX1, degrada o tolueno/ Xilena |
| asrobicamente, isolados do lodo
Vibria slginohticus 14582 Creosoto tolerante
| Thauvera aromatica S100 | 700265 Isclade do solo cantaminade por

petrdleo A, degrada o toluene, fenol |

Thauers aromatica T1

Toluenag, degradagio do fendl
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As culturss puras conhecidas, uma vez identificadas oomo
pertencentes a géneros relevanies para um reservatdrio de petrdleo {conforme
determinado pela tipagem filogenética), podem ser testadas guanto as
funcionalidades relevantes pelos testes de diagndstico convencionais, tais
como o crescimentoe em meios seletivos para desnirificantes, fermentadores,

redutores  de  sulfato, metandgenos, acetogénicos & outros  fendtipos

fisiolégicos.

No Exemplo 5, as cepas ATCC que crescem dentro ou subre

patrdles bruto em condigfes anaerobias desnitrificantes foram identificadas.

Conforme descrito no Exemplo 5, todas as cepas sxeeto o Clostridium
amygdalium cresceram em condipdes desnitrificantes utilizando o pstrdleo
como (nica fonte de cathono. O Marinobacterium  georgiense nac 12
previamente conhecido por crescer de forma anaerébia em condigbes
desnitrificantes na presenca de dlea. O Comamonas lemigena, urma hasténa do
solo, (originalmente apresentada como uma  espéce Vibrio) era um
desnitificante facultativo conhecide, s ndo tinha sido relatado pelo fato de
crescer sobre os componentes do petrdleo. Embora as espécies Comamonas
sejam conhecidas para degradar o fenct em sondictes aerdbiag (Watanabe, et
al., Appl Environ. Microbiol, 84, 1203-1208, 1 898}, & sua capacidade de
crescer no petrdiso em condigbes anasertbias ndo havia sido relatada
nraviaments. A Pefrofoga miothenma, uma bactéria termofiico & anaerdbia
sstrita conhecida, era conhecida por reduzit ¢ sulfato e © tiossulfate na
presenga de petrdlec em temperaturas de moderadas a aitag (Davey, M. B,
Syst Appl Microbiol, 18, 191 - 200, 1993} &, (Len, T., et al, Mol J Syst
Bacteriol . 48, 10071013, 1888}, No entanto, ssle agrganismo ndo ers
conhecido por utilizar o nitrato como um aceptor de elétrons.

A Thauera aromatica T1 cresce am tolusno e fenol em condigbes

desnitificantes (Breinig, 8. et al, J Baclerol, 182, 5846-5863, 2000) &
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(Leuthner, B., et al, J Baclerol, 182, 272277, 2000 & a Thauera
chiorobenzoica degrada o fluoro-, clore- & bromobenzoate em condicles
serdbias e desnitrificantes (Song, B. et al, Int. J. Syst. Evol. Microbial, 51, 588-
802, 2001). Apesar os componentes aromaticos simples do petrdlec possam
sustentar o crescimento das espécies Thausra, o seu crescimento na presenca
de petrdles bruto ndo havia sido documentado. A Shewanslla pulrsfaciens
reduz de forma anasrébia 08 metais oxidades, tais como ferro @ manganss.
{Nealson, KH, et al., Ann. Rev. Microbiol., 48, 311-343, 1884) e também pode
uttizar uma variedade de redutores, incluindo o nitrato e nitrito (Nealson, KH, et
al., Appl Eniron. Microbiod., 81, 1651-1854, 1985}, Embora 8 Shewanglia tenha
side relatada como estando associada as amostras do reservatdrio de pelidies,
nio fol demonstrade previamente que ela cresce nos wm;}ehemes do petroleo
diretamente. Algumas espécies de Pseudomonas slufzer, em condicdes
aerchias, degradam o ftolueno, fenol, xileno, naftalenc e compostos
relacionados ac naftaleno (Bertoni, G. M., et al., Appl. Envrion. Microbiol., 64,
I626-3832. 1098). Uma cepa especifica do P. stulzer degrada de forma
anacrébia o naftalenn em condictes desnitrificantes (Rockne, Ko J. Appl
Environ. Microbiol, 86, 1505-1801, 2000). Portanto, as variantes de FP. stulzen
podem possulr uma maler probabilidade de ser capaz de crescer nos
componentes do petrdlen. O mictoorganismo  que degrada a lignina, o
Microbulbifer hydrolyficus, néo havia sido relatado como sendo anasrdbin, nem
redutar do nitrata,

O Exemplo 5 apresents detalhes do crescimento de algumas
dessas cepas em diversos componantes do petrdleo ou fragbes. Uma vez gque
miitiplas copas poderiam crescer e acumular biomassa ulilizande algum
componente do petrélec bruto como wma fonte de carbone, estas cepas podem
ser utilizadas para acumular biomassa em um reservatdrio na presenca dgs

aceplor de elétrons e dos aditivos do crescimento adeguados.
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Portanto, os exemplos @ seguir apresentam meios para identificar
os microorganismos que poderiam ser utilizados para aumentar 8 recuperagao
de petrdleo em condicSes economicamente viavels sem a necessidade de
aualquer suplementagio de nutrentes, ou a selegdo atraves do enriguecimento

& alongo praza.
ExempeLos

A presente invencdo é ainda definida nos exemplos a saguir.
Deve ser entendido gue estes exemplos, embora indiguem as realizagbes
vpfeferidaa da prasente invencdo, s&o dadas apenas come titulo de fustracdo. A

19 partir da discuss@o acima e dos exemplos descritos & sequir, um Bonice no
sssunte pode conhecer as caracteristicas essencials da prasente nvengdo, &
sem se afastar de seu espirito ¢ escopo, pode realizar diversas alteragtes e
modificactes da presente invengBo para adaptale a0s varios usos €
condiches.

15 COLETA DE AMOSTRAS AMBIENTAIS

As amostras de peirdles/ dgua foram obtidas a8 partir dos pogos
de petrlen no North Slope do Alasca e o seqlienciamento do DNA ribossomal
168 foi whilizado para identificar os organismos procandlicos presentes nesta
mistura de petroleo’ dgua. Depois de examinar os resultados da analise da

30 comunidade de espécies bacterianas nestas amostras, diversas outras
espécies semethantes ou espéciss do mesmo género, incluindn  aguslas
associadas aos outros estudos do petrdleo, da ATCC (Tabsla 1) para incluir
nos exemplos a seguir, foram selecionadas. Estas bacterias foram entac
utilizadas em uma tela para o crescimento anaerblo, na presenga de petrdlec.

sa  Foi demonstrade que varias espécies crescemt no peltrdleo, conforme
determinado pela quantificagdo da degradagdo do nitrato por cromatografia de
ions {Tabela 3).

A capacidade de crescer em condigbes desnitrificantes utilizando
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os componentes do petrélen como substratos de carbono fol inesperado para
varias dessas espécies. Por exemplo, nao houve relatos anteriores da
capacidade de um Marinobacterium em reduzic o nitrato ou  crescer
anaerobiamente em petrdleo bruto. O Fusibacter ndo foi relatado como sendo
capaz de desnitrificagdo ou de utilizagldo do petrgies bruto para o crescimento.

CRESCIMENTO DE MICROORGANISNOS

. As técpicas para o crescimento ¢ manutengdo das culturas
anaerobias sfo descritas em solation of Riotechnological Organisms from
‘Nature, (Labeda, D. P., ed. pags 117 a 140, McGraw-Hill Publishers, 1880). O
crescimento anaettbico & medido através da degradagéo do nitrato do meio da
crescimento ao longe do tempo. Q nitrato & ulilizado como ageplor de elétron
primario, nas condigbes de crescimenio glilizadas na presente invengéo. A
reducio do nitrato a nitrogénio foi descrito previamente (Moreno-Vivian, C., et
al.. . Bacteriol, 181, B573-6584, 1999). Em alguns ©asos, 08 processos de
reducae do npitrato levam & acumulagio do nitito que & postarioments
reduzide a nitrogénio. Portanto, o actmulo de nitrito & também considerado
uma evidéncia do crescimento ative e metabolismo de microrganismos.
ELETROFORESE EM GEL

Os materiais @ métodos adeguados para a eletroforese em gel
podem ser encontrades em Currend 9{0;&'3{:{}?3 m Molecwdar Biology. Qs
reagentes foram obtidos, salvo indicagdo em contrario, pelo  Invitrogen

{Carlsbad, CA), Biorad (Heroules, CA) ou Pierce Quimicos (Rockford, L},

CROMATOGRAFIA IONICA
Para gquantficar os lons niiraia'e'»nimm no meio agquose, uma
unidade de cromatografis 1052000 {i}émféex,,”‘Sa;iﬁickti{;fﬁﬁgéiﬂ} foi ulitizada. A
traca iBnica foi realizada em uma coluna de troca aniGnica AS15 utilizando um
gradiente de hidrdxide de potsssio. As curvas padrado foram geradas e

utilizadas para a calibraglo das concentragbes de nitrato e nitrito.
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Relvindicacdes

1. Melodo para o wso de uma unidads de transmissio g de
recepcdo sem fio (ATRU. o método sendo caracterizade peio fato de compreender;

- gerar um fluxo de bils para a fransmiss8o. o fliixo de bits ncluings bits de dados, &
bits campe por carona de reconhecimento / nio reconhecimento (PANS

~ infercalar o fuxo de bifs para crigr um fuxe de bits intercalado:

«  modular o fluxe de bits intercalede para oriar diversos simbolos, sada simbole
representande diversos bils e fendo ao menos uma posighe pamm © bt menos
significative (LS8}, onde nenhum it PAN se sncontre ¢ presente, na porgdo L8R de
oxdda um dos diversos simbolos: s

- bransomitl o8 diversos simbalos.

2. Mélado, de acords com 2 reivindicacio 1, carscterizado
pelo fato de que & modulagio do fluxo de bits ¢ sxecutada por msie de modulsglo
chaveamento de deslocamanto de fase olto (BPEK].

3. Mélodo, de acards com a refvindicacdo 1. caracterizado
pelo fato de gue a modulagio do fluxo de bits & executada por meis de modulacso de
amphtude de quadmturs 16 ,

4. Malodo, de acerds com a relvindicaglio 1. carasterizado
pelo fale de gue a modulaglo do fluxo de bits & execitads por meln de modulagdo de
amplitude de quadraturs 32 32-0AM)

§. Método, de acordn oom a reiindicacio 1, caracterizado
palo oo de qua os bits PAN sio losalizados proximes 4 segidncia de fraine.

8. Métado, de acordo com a reivindicaciio 1, caracterizado

pelo falo de gue o resultade do intercalamente & da modulagdo resulta sm bits PAN

reprasentande um bit mals significative de um simbole,

7. Métodp, de acorda o 2 reivindioaclio 1, carscterizado
pelo falo de ainda compreender;

- aplicar um valor de desvio da poténcla para & poténcia de transmissdo associada a
cada bit do fluxo de bits,

8 Unidade de fransmissio & de reoepedo sam fio (WTRLY
para transmitic um bloce de rédio compreendendo bits campo por carona de
raz:mhmﬁimmtc { n&o reconheciments (PANY), & WTRU sendo carscterizads pelos fato de
compraanday |
- um processador sonfigurado para gerar unt Suxe de bits pars transmiss®o, o e de

bits includ bits de dados & bits PAN:
um intercalador configurade para intercalar o fluxo de bits para oriar wn fuxe de bits
frderoatado;

~ um modulador configurade pars modular o fSuxo de bifs infercalade para oriar
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diversos simbolos, cade simbolo representande diversos bits & fendo o posiclo de
um bit menos significative (LERY, na qual nenhum bit PAN sejs presenie na posiclo
LER, de cada um dos diversos simbolos, &

« um fransmissor configurado pars fransmitic diversos simbolos.

8 WITRU, de acordo com a reivindicacio 8 caracterizada
pelo fats de que o modidador 8 adicionalments configurade pars modular ¢ fluxe de bits
usando & modulacdo por chaveamento de deslocamants de fass oo (BPSK).

10, WITRU, de scordn com & relvindicacdo B, caracterizada
pele fato de que o modidador & adicionalments configurade para modular o Suxo de bits
usando 8 modulacdo de amplitude de guadratura 16

11, WIRU, de acordo com a reivingdicacio B, caractarizada
pelo falo de que o moduador $ adivionalments configurado para modudar o fuxe de bils
usando @ modulagdo de amplitude de quadratura 32

14 WTRU, de acordo com a reivindicacds 8. caracterizada
pefo fate de que os bits FAN sioe localizados proximos 3 segiidngia de frenamenta.

13 WTRU, de acorde com a reivindivacds 8, camscterizada
pelo fate de gue os bits FAN s80 presentes na posicdo de um bit mais significative de um
simbola.

14 WTRUL de scorde com a reivindicngdo 8, carsclerizada
pelo fate de que o fransmissor & configurado para aplicar wn valor de desvio de peténcia
pars g poténcia de uma fransmissdo, associadsa con cadsa b do fluxe de bits,
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Resuma

Matodo e dispoaitive pars transmitir de forma confidvel,
bloces de rédio aproveitando-se dos campos ACK { NAGK.

{35 bits por carona de recanheciments { ndo recanhacimeanic
{(FAN - Piggybacked acknowledgement / non acknowledgement) & uma posicdo de bits
nao confidvel de onde os simbolos de modulacdo & de demodulaglic 8o frocados com
os bils que possuem uma localizag®o em posiclies mals confidvels. Em adiglo, um
desvic no ajusts da poténaia pode ser aplicado aos simbolos que coniém os bits PAN.



